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沉默 MSH3 表达 增强 舌 瘤 细 有 对 顺 物 的 敏感 性 


TAI, EAA, FEE 
南华 大 学 第 二 附属 医院 口腔 科 , 湖 南 衡阳 421001 


摘要 :目的 设计 靶 向 DNA 错 配 修复 基因 MSH3 的 siRNA 二 扰 片 段 , 观 察 MSH3 有 效 沉默 对 舌 癌 细 胞 顺 铂 耐 药 性 的 影响 。 方 
法 针对 MSH3 基 因 CDS 区 序列 ,设计 3 条 siRNA 片段 ,体外 化 学 合成 小 干扰 RNA(siRNA) 片 段 ,通过 脂 质 体 介 导 转 染 人 舌 癌 细 
胞 CAL27。Real-time PCR 及 Western 检 测 干 扰 后 MSH3 的 表达 。MTS, 凋 亡 双 染 法 及 细胞 免疫 荧光 检测 顺 铂 处 理 后 细胞 存 
活 JEK DNA 双 链 断裂 的 情况 。 结 果 3 条 siRNA 片段 转 染 细胞 后 ,与 对 照 组 相 比 ,3 号 siRNA 片段 转 染 后 能 显著 降低 
MSH3 mRNA 及 蛋白质 表 达 水 平 ,该 片段 被 选 为 后 续 实 验 。MSH3 表达 下 调 后 , 顺 铂 的 半数 抑制 浓度 (ICs 值 ) 分 别 由 21.32 降 


关键 词 : 舌 癌 ;MSH3; 顺 铂 


至 13.95 umol/LCP«0.05) , 凋 亡 指数 分 别 由 4.23+1.27 升 至 11.32+1.82(P<0.05), 舌 癌 细 胞 中 y-H2AX 焦 簇 (Foci) 的 数量 显著 增 
加 。 结 论 MSH3 表 达 下 调 可 以 明显 增加 舌 癌 细 胞 对 顺 铂 的 敏感 必 


E, IRD DNA 双 链 断裂 修复 是 其 主要 机 制 之 一 。 


Silencing MSH3 expression enhances cisplatin sensitivity of human tongue cancer cells 


FAN Xiaosheng, CAO Fangyun, LI Kuangzheng 


Department of Stomatology, Second Affiliated Hospital of University of South China, Hengyang 421001, China 


Abstract: Objective To explore the effect of MSH3 knock-down on sensitivity of tongue cancer cells to cisplatin. Methods 
Three small interfering RNA (siRNA) fragments targeting MSH3 CDS region were synthesized and transfected into CAL27 


cells via Lipofectamine. Real-time PCR and Western blotting were used to assess the efficiency of MSHS silencing. MTS, 
apoptosis staining and cell immunofluorescence assay were used to examine the cisplatin sensitivity, apoptosis and DNA 
repair of transfected CAL27 cells. Results One of the 3 siRNAs was found to significantly reduce the expression of MSH3 


protein in CAL27 cells (P«0.05). MTS assay showed that MSHS silencing resulted in an significant reduction of ICs of cisplatin 
from 21.32 to 13.95 umol/L (P«0.05) and increased the apoptotic index of the exposed cells from 4.23 1.27 to 11.32: 1.82 (P< 
0.05). Immunofluorescence assay demonstrated that silencing MSH3 markedly reduced the number of y-H2AX foci. 
Conclusion Silencing MSH3 can significantly increase cisplatin sensitivity of tongue cancer cells, the mechanism of which 


involves mainly attenuation of repair of DNA double-strand damage in the cells. 
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口腔 钱 癌 是 最 常见 的 恶性 肿瘤 之 一 ,其 发 病 率 和 死 
亡 率 居 第 10 位 "。 天 瘤 作为 最 常见 的 一 种 口腔 鳞 瘤 , 预 
后 往往 较 差 。 易 导致 患者 出 现 语言 .咀嚼 及 生 咽 功能 障 
碍 , 极 大 地 降低 了 患者 的 生存 质量 ”。 作 为 舌 瘤 标 准 化 
治疗 的 一 部 分 ,化 疗 单独 或 联合 其 他 局 部 治疗 方法 在 抑 
制 肿瘤 远 处 转移 ,保留 器 官 功能 等 方面 发 挥 着 重要 的 作 
用 ”。 在 过 去 的 几 十 年 中 , 含 铀 类 化 合 物 的 化 疗 方案 ,是 
口腔 鳞 癌 患者 首选 的 治疗 方案 之 一 。 铅 类 药物 作为 细 
胞 周期 非特 异性 药物 ,具有 抗 癌 谱 广 ,高效 的 特点 。 但 
是 ,肿瘤 对 铂 类 药物 固有 的 原 发 性 耐 药 和 治疗 过 程 中 广 
生 的 继 发 性 耐 药 , 极 大 地 降低 了 肿瘤 的 化 疗 疗效 。 
此 ,进一步 图 明 铂 类 抗 癌 药 的 耐 药 机 制 , 识 别 新 的 铂 类 
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药物 附 药 的 靶 标 , 是 提高 包括 口腔 鳞 癌 在 内 的 恶性 肿瘤 
临床 治疗 效果 吸 待 解决 的 重要 课题 。 

顺 铂 化 疗 耐 受 的 机 制 涉 及 到 多 方面 " ,如 药物 的 代 
谢 , 药 物 诱导 的 凋 亡 DNA 损 伤 修复 等 。 迄 今 为 止 , 顺 
铂 耐 药 的 精确 机 制 仍 不 完全 清楚 。DNA 错 配 修复 
(MMR) 系 统 是 由 一 系列 能 特异 性 识别 .双向 切除 并 修 
复 错 配 碱 基 的 酶 分 子 组 成 ,包括 MLH1,MSH2,MSH6， 
MSH3 及 PMS2 RR” s MMR 对 保持 遗传 物质 的 完 
整 性 和 稳定 性 ,避免 遗传 突变 的 产生 具有 重要 作用 "。 
另 一 方面 ,MMR 系统 参与 了 DNA 加 合 物 的 切除 修复 ， 
这 种 加 合 物 多 由 各 种 细胞 毒性 药物 如 顺 铂 , 烷 化 剂 与 
DNA 形 成 链 内 或 链 间 交 链 结构 。 如 MSH3 与 MSH2 组 
成 的 异 源 二 聚 体 MutSB 能 识别 由 顺 铂 诱导 的 
DNA-DNA 链 间 交 链 结构 (ICLs)。 这 些 结果 提示 
MutSB 可 能 参与 介 导 了 铂 类 等 药物 的 化 疗 奉 受 "。 为 了 
证 实 这 一 推测 ,我 们 通过 siRNA 技术 抑制 MutSB 二 聚 体 
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中 关键 因子 MSH3 的 表达 ,并 检测 MSH3 表 达 下 调 对 再 
癌 细 胞 顺 铂 敏 感性 的 影响 。 我 们 的 结果 提示 MSH3 表 
达 下 调 可 以 明显 增加 对 顺 铂 的 敏感 性 ,DNA 双 链 断裂 
修复 减少 是 其 主要 机 制 之 一 。 


1 材料 和 方法 
1.1 材料 与 试剂 

Actis 2 JI CAL27, SCC25 购 自 ATCC 细胞 中 
心 。 人 笑 癌 细胞 Tea8113 由 本 实验 室 保 存 。 

Hyclone RPMI 1640 培养 基 、DMEM 培养 基 购 自 
Thermo Fisher scientific (Cambridge, CB58BZ., United 
kingdom) 。 胎 牛 血清 、 胰 和 蛋白酶 均 为 美国 Gibcol(St， 
Louis,MO,USA)。 顺 铂 (CCDDP) 和 细胞 冻 存 的 DMSO 
购 于 美国 Sigma-Aldrich。MTS 试 剂 购 自 美国 Promega。 
1.2 方法 
1.2.1 实时 定量 PCR 收集 细胞 , 按 Trizol 试 剂 说 明 书 
的 方法 提取 细胞 总 RNA。 采 用 特异 性 下 游 引物 法 将 其 
反 转 录 成 cDNA。 反 转录 成 cDNA 后 ,以 GAPDH 为 内 
参 ,Real-time PCR 检测 表达 ,反应 条 件 为 95 CHAPE 
30 s 95 CHEFES s 60 MC 退火 及 延 34 s, 进 行 40 个 循环 ， 
每 个 样品 设置 3 个 复 孔 ,在 ABI 7500 实 时 定量 PCR 系 
统 上 进行 ,实验 重复 3 次 。MSH3 引物 :上 游 引 物 
5-GCCTTGTCCGAGCAAACAGAGG-3' 下 游 引物 
5'-AACTGCCTGGAAAGCATGGCTG-3', GAPDH( 
参 ) 引 物 :上 游 引物 5-CCACATCGCTCAGACACC 
AT-3, 下 游 引 物 S$-TGACAAGCTTCCCGTTCTC 
A-3'。RNA 提 取 试 剂 TRizol 购 自 美 国 Invitrogen; 逆 转 
KINNA fI SYBR Green qPCR Master Mix 购 自 美国 
Fermentas life science, 引物 由 中 国 上 海 Ivitrogen 
Biotechnology Co.,Ltd 合 成 。 

1.2.2 MSh3 的 瞬时 干扰 _ siRNA 目的 片段 的 选取 及 合 
成 :根据 GenBank 数 据 库 提供 的 人 MSh3 全 长 基因 设计 
RNAi 的 靶 区 ,Blast 查询 验证 ,排除 与 其 他 基因 同 源 。 
设计 3 条 MSh3-siRNA JF 7l] :siRNA1:5-AACCGAAC 
UUACCAAGCAU-3', siRNA2: 5-ACCCUAAGAAC 
AUGGCCUA-3', siRNA3: 5-CCGAATGCATTTGCA 
AGAAAT-3', siRNA PH PE» HE : SAAATAAGAATG 
GCCCCAT-3' 以 上 核酸 分 子 由 广州 复 能 基因 公司 设计 
合成 。 

1.2.3 细胞 转 染 转 染 前 1 d, 接 种 适当 数量 的 细胞 至 6 孔 
培养 板 中 ,使 转 染 时 细胞 密度 能 够 达到 30%~50%。 稀 释 
siRNA: 用 250 LL 不 含 血清 培养 基 稀 释 5 pL 的 20 umoL 
的 siRNA 储存 液 , 轻 轻 混 匀 ,室温 孵育 5 min。 稀 释 
lipo2000: 用 250 LL 不 含 血清 培养 基 稀 释 5 uL lipo2000， 
轻 轻 混 匀 并 室温 孵育 5 min。 将 稀释 后 的 siRNA 和 稀释 
后 的 lipo2000 轻 轻 混 匀 ,室温 孵育 20 min。 将 500 uL 


的 siRNA-lipo2000 混 合 液 加 入 含有 6 和 孔 板 中 ,同时 加 入 
1.5 mL 的 无 血清 培养 基 , 轻 轻 混 匀 。 培 养 4~6 h 后 ,将 
孔 中 含 的 siRNA-lipo2000 混 合 液 的 培养 基 移 去 ,更换 
新 鲜 的 完全 培养 基 。 将 培养 板 置 于 37 % 的 CO, 培 养 箱 
中 培养 24~96 h( 培 养 时 间 与 实验 目的 相关 ) 后 ,用 于 后 
1.2.4 Western blotting 检测 细胞 株 蛋白 表达 提取 细胞 
总 蛋白 ,使 用 超 微量 核酸 蛋白 测定 仪 NanoDrop 2000 测 
定 蛋 白 浓度 。 根 据 样品 蛋白 的 体积 ,加 入 相应 体积 的 
5xloading buffer,drybath 上 100 *C,10 min, 使 蛋白 变 
性 , 冰 上 又 冷 ,取出 竺 用 或 -20 % 保 存 。 按 50 ug 和 蛋白 的 
量 上 样 ,进行 10% SDS-PAGE 凝 胶 电 泳 , 用 蛋白 转 印 仪 
半 干 转 法 将 蛋白 从 SDS-PAGE 凝 胶 上 电 转 移 至 PVDF 
膜 上 ,将 PVDF 膜 用 含 5% 脱 脂 牛 奶 的 PBST 溶 液 室温 封 
闭 印迹 膜 2h 或 4 CC 过 夜 。 以 1% 的 脱脂 牛奶 按 适 当 的 
比例 稀释 一 抗 ,使 印迹 膜 与 一 抗 于 4 CRT E, HA 
MSH3 REHUA A Santa, 稀释 比例 :1:250, 抗 人 B-actin 
兔 单 抗 购 自 Sigma-Aldrich, 稀 释 比 例 :1:3000)。 洗 膜 
后 将 印迹 膜 与 藻 根 过 氧化 物 酶 标记 的 二 抗 室温 孵育 1 h, 
再 次 洗 膜 后 在 暗室 内 用 ECL 发 光 底 物 显影 成 像 。 

1.2.5 细胞 药物 敏感 性 实验 (MTS 实验 ) 取 对 数 生长 期 
细胞 ,PBS 洗 涤 2 次 上 胰 和 蛋白酶 消化 后 ,进行 细胞 计数 , 制 
成 20000/mL 浓度 的 细胞 悬 液 。 每 孔 加 入 180 uL 的 细 
胞 悬 液 接种 于 96 孔 培养 板 中 ( 即 3600/ 孔 ) ,37 *C .5% 
CO; 培养 箱 中 培养 , 待 细胞 贴 壁 后 ,每 孔 加 入 20 aL AT] 
浓度 的 cDDP, 使 cDDP 的 终 浓 度 分 别 为 0.5、10、20、40、 
80 hmolL ,每 个 浓度 设 5 个 平行 孔 , 置 于 37 % .5% CO. 
培养 箱 中 孵育 72 h, 各 孔 加 入 20 pL MTS 试 剂 , 混 匀 后 
于 培养 箱 中 继续 及 育 2 h, 于 酶 标 仪 上 检测 各 孔 490 nm 
处 的 吸光 度 值 (4so)。 由 吸光 值 计 算出 药物 各 浓度 处 理 
组 的 细胞 存活 率 及 抑制 率 , 依 据 药物 浓度 与 其 抑制 率 的 
直线 回归 方程 ,确定 耐 药 细胞 系 及 亲本 细胞 系 对 药物 的 
ICw 值 。 实 验 至 少 重复 3 次 ,计算 细胞 对 药物 敏感 程度 
的 改变 。 细 胞 存活 率 =( 实 验 孔 Asw 均 值 /对 照 筷 4sw 均 
值 )x100% 。 

1.2.6 AnnexinV-PL3t 4 4] 22 6,28 T-. 将 生长 良好 的 
细胞 以 2x107mL 接种 于 6 孔 培 养 板 中 , 置 于 37 % 59% 
COE ZEE FREE ETC, L6 umolVL Zr FER cDDP RJ 
培养 基 处 理 细 胞 ,培养 12 h 后 , 弃 去 培养 基 , 用 PBS 洗 涤 
2 次 ,收集 细胞 (1~5)x105,500~1000 r/min 离心 5 min, 
弃 去 培养 液 ,3 mL PBS 洗 1 次 ,离心 去 PBS, 加 入 冰 预 冷 
的 70% 的 乙醇 固定 ,4 % 1 h, 离 心 弃 去 固定 液 ,将 细胞 
重 悬 于 100 uL binding buffer, 加 入 2 uL Annexin-V- 
FITC(20 ug/mL) , 轻 轻 混 勾 , 避 光 冰 上 放置 15 min。 转 
至 流 式 检测 管 ,加 入 400 uL PBS ,每 个 样品 临 上 机 前 加 
A1 uL PI(50 ug/mL),2 min 后 迅速 检测 。 同 时 以 不 加 
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Annexin V-FITC 及 PI 的 一 管 作为 阴性 对 照 。 

1.2.7 细胞 免疫 荧光 检测 将 生长 良好 的 细胞 以 2x107 
孔 的 浓度 种 植 于 细胞 爬 片 上 , 置 于 37 % .5% COE 
箱 中 过 夜 ,细胞 贴 壁 后 以 以 6 umo L Z1 FE] cDDP HY 
培养 基 处 理 细胞 12 h 后 ,终止 培养 ,用 预 冷 PBS 洗 涤 2 
次 ,-20 "C HH [8] 4E 20 min 后 , PBS 洗 3 minx3, 0.1% 
Triton 透 膜 15 min,PBS 洗 3 minx3,5% BSA37 度 封闭 
30 min ,一 抗 (磷酸 化 H2AX, Trevigen inc, US) zi py 
育 60 min(1: 300 稀释 比例 ),PBS 洗 3 minx3, 二 抗 
(Alexa Fluor 594 donkey anti mouse IgG H+L, Invitrogrn 
Inc, US) 室 温 孵育 30 min(1:800 稀 释 比 例 ),PBS 洗 3 minx 
5 ,然后 晾 干 封 片 置 灾 光 显 微 镜 下 观察 。 

1.2.8 统计 学 分 析 应 用 统计 学 软件 SPSS17.0 进 行 统 


Tca8113 CAL27 SCC25 


图 1 MSH3 在 舌 癌 细胞 株 中 的 表达 


计 分 析 , 实 验 重 复 3 次 以 上 ,计量 资料 以 均 数 + 标准 差 表 
示 。 两 两 比较 采用 Students 7 检验 。 


2 结果 
2. MSH3 在 知 癌 细胞 株 中 的 表达 

采用 Q-PCR 及 Western 技术 检测 3 株 舌 癌 细 胞 
Tca8113, CAL 27 及 SCC25 中 MSH3 表达 情况 。 结 
如 图 1 所 示 ,3 株 细胞 中 ,MSH3 在 CAL27 细 胞 中 表达 水 
平 最 高 ,显著 高 于 Tca8113 和 SCC25 细胞 株 。 通 过 查阅 
ATCC 网 站 CAL27 细胞 的 遗传 背景 及 特征 发 现 该 细胞 
株 先天 性 对 顺 铂 耐 受 , 遂 决 定 将 该 细胞 株 作 为 下 一 步 研 
究 的 对 象 。 


MSH3 


B 
Ee B 


Tca8113 CAL27 SCC25 


Fig.1 Expression of MSH3 in 3 tongue cancer cell lines using RT-PCR (A) and Western blotting (B). Data 


represent averages from 3 independent experiments. *P«0.05. 


2.2 MSH3-siRNA T 3 A. & J& CAL 27 细胞 中 MSH3 
mRNA 和 蛋白 的 表达 

Western-blotting 结果 显示 ,与 对 照 组 相 比 , 转 染 
MSH3 siRNA 载 体 后 的 细胞 ,MSH3 和 蛋白 表达 明显 降低 
(图 2A)。 这 一 结果 综合 提示 舌 癌 CAL27 细胞 在 瞬时 
转 染 了 MSH3 siRNA 后 ,MSH3 表达 被 有 效 沉默 ,尤其 
是 3# siRNA, 干 扰 效 率 超过 到 了 70%。 遂 选 定 3# 
siRNA 作 为 后 期 进一步 观察 MSH3 沉 默 对 细胞 顺 铂 耐 
药性 的 影响 。 
2.3 干扰 MSH3 表 达 对 知 癌 细胞 顺 铀 敏感 性 的 影响 

将 各 组 细胞 暴露 于 不 同 浓度 的 顺 铂 下 48 h 后 行 
MTS 试 验 ,绘制 细胞 存活 率 -药物 剂量 曲线 ,计算 各 组 细 
胞 对 顺 铂 的 ICw 值 。 结 果 如 图 2B 显示 ,干扰 MSH3 表 
达能 显著 提高 CAL27 细 胞 对 顺 铂 的 敏感 性 。ICs 值 分 别 
由 21.32 降 至 13.95 umol/L (P<0.05)。 男 外 ,用 6 umol/L 
的 cDDP 诱 导 细 胞 12 h 后 通过 Annexin VPI 双 染 , 然 后 
流 式 细 胞 仪 检测 凋 亡 细胞 数目 。 如 图 2C 所 示 , 干 扰 
MSH3 表达 后 , 凋 亡 指数 分 别 由 4.23+1.27 升 至 11.32+ 
1.82(P<0.05)。 

H2AX 是 组 蛋白 H2A 的 一 种 变 体 ,其 磷酸 化 在 


DNA 损 伤 应 答 中 起 着 重要 作用 。 同 时 ,还 是 由 辐射 和 
具 遗 传 毒性 药物 所 引起 DNA 损 伤 的 感受 器 ,损伤 形成 
之 后 发 生 的 早期 事件 之 一 即 是 组 蛋白 H2AX 变 体形 成 
Y-H2AX。 目 前 ,7-H2AX 识 别 抗体 已 成 为 探测 DNA 损 
伤 尤其 是 双 链 断 裂 存在 的 金 标准 。 本 研究 用 y-H2AX 
抗体 检测 顺 铂 处 理 后 的 细胞 DNA 损 伤 情 况 。 结 果 如 图 
3.2.4 所 示 , 干 扰 MSH3 表 达 后 ,能 显著 增加 舌 癌 细 胞 中 
Yy-H2AX 焦 簇 (Foci) 的 数量 ,这 一 结果 提示 干扰 MSH3 
能 明显 下 调 舌 癌 细 胞 DNA 损 伤 修复 能 力 。 


3 讨论 

MSH3 和 MSH2 形成 的 异 源 二 聚 体 MutSB ,一 方面 
参与 识别 DNA 链 的 核 苷 酸 错 配 修复 ,在 维持 基因 组 完 
整 性 和 稳定 性 方面 具有 重要 作用 “, 另 一 方面 ,MutSB 参 
与 了 识别 修复 DNA-DNA 链 间 交 链 结构 (ICLs) ,这 一 结 
构 形 成 往往 是 化 疗 药物 如 顺 铂 作用 肿瘤 细胞 的 重要 机 
制 。 因 此 ,有 大 量 研究 对 MutSB 介 导 铂 类 药物 的 作用 进 
行 了 探索 ,如 Xu 等 "报道 MutSB 突 变 与 非 小 细胞 肺癌 铂 
类 耐 受 相关 ,Takahashi 等 "发 现 MutSB 与 结肠 癌 细 胞 
的 铂 类 耐 受 有 关 。 但 也 有 不 一 致 的 报道 ,如 Helleman'" 
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Fig.2 Effect of MSH3 silencing mediated by siRNA on cisplatin sensitivity in tongue cancer cells. A: Results of Western blotting; B: 
MTS assay and apoptosis staining. Data represent averages from 3 independent experiments. *P«0.05. 
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图 3 免疫 荧光 检测 舌 癌 细胞 顺 铂 处 理 后 DNA 35:45:18 1887 
Fig.3 Immunofluorescence assay for analyzing DNA damage in the cells exposed to cisplatin (Original magnification: 
x200). A: Representative immunofluorescent images of the cells; B: Statistical chart of the foci count. *P«0.05. 
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发 现 MMR 的 失 活 与 卵 莫 癌 的 顺 铂 耐 受 无 相关 性 。 迄 
今 为 止 ,尚未 见 MutSB 在 舌 癌 中 介 导 顺 铂 耐 药 的 报道 。 
作为 MutB 二 聚 体 的 关键 组 分 ,MSH3 在 识别 和 修复 
ICLs 起 着 关键 作用 。 因 此 ,我们 对 MSH3 与 舌 瘤 的 顺 
铀 的 化 疗 耐 受 是 否 相 关 产 生 了 兴 

在 本 研究 中 ,我 们 检测 了 3 株 舌 癌 细 胞 中 MSH3 的 
表达 ,结果 发 现 ,CAL27 细胞 中 MSH3 的 表达 水 平 最 
高 。 查 阅 CAL27 的 遗传 背景 发 现 , 该 细胞 株 来 源 于 一 
个 先天 性 对 顺 铂 耐 药 的 舌 瘤 患 者 ,这 一 结果 提示 MSH3 
可 能 参与 了 舌 癌 细胞 CAL27 的 顺 铂 耐 受 。 为 了 证 实 这 
一 推测 ,我们 通过 siRNA 技术 干扰 CAL27 细胞 中 
MSH3 的 表达 ,结果 发 现 MSH3 表 达 下 调 后 顺 铂 敏感 性 
显著 提高 , 顺 铀 的 半数 抑制 浓度 (IC: 值 ) 分 别 由 21.32 降 
至 13.95 umol/L, 凋 亡 指数 分 别 由 4.23+ 上 1.27 升 至 
11.32+1.82(P<0.05)。 这 一 结果 证 实 了 MSH3 参 与 了 
舌 瘤 的 顺 铂 耐 受 , 其 主要 机 制 可 能 与 MSH3 诱导 肿瘤 细 
胞 凋 亡 抵抗 有 关 。 

cDDP 作 为 临床 应 用 的 一 线 化 疗 药物 ,其 主要 作用 
靶 点 是 DNA, 活 化 的 DDP 与 DNA 反 应 产生 链 内 交 联 
或 链 间 交 联 结构 (ICLs)"”。 一旦 cDDP 进 入 细胞 核 内 
与 DNA 形 成 ICLs 后 ,细胞 正常 的 DNA 合成 及 转录 就 
会 受到 抑制 ,使 得 细胞 周期 阻 清 于 G: 期 ,同时 启动 机 体 
内 的 核 背 酸 前 切 修复 和 错 配 修 复 系 统 "”% ,来 清除 
DDP-DNA ICLs 以 保护 细胞 。 在 切除 修复 DNA ICLs 
过 程 中 ,往往 涉及 到 DNA 双 链 断裂 。 一 般 认为 ,DNA 
双 链 断裂 越 多 ,DNA 损伤 越 严 重 。 因 此 ,DNA 双 链 断 
裂 的 量化 成 为 判断 DNA 损伤 的 重要 指标 。 目 前 ， 
Yy-H2AX 识 别 抗体 已 成 为 探测 DNA 损 伤 尤其 是 双 链 汤 
裂 存 在 的 金 标准 ~"。H2AX 是 组 蛋白 H2A 的 一 种 变 体 ， 
其 磷酸 化 (y-H2AX) 在 DNA 损伤 应 答 中 起 着 重要 作 
用 。 同 时 ,还 是 DNA 损 伤 的 感受 器 。 本 研究 中 ,下 调 
MSH3 表达 能 显著 增加 y-H2AX 焦 复 (Foci) 的 数量 , 提 
示 MSH3 影 响 舌 瘤 细胞 顺 铂 敏感 性 主要 是 通过 改变 
DNA 的 双 链 断裂 修复 ,进而 影响 肿瘤 细胞 的 凋 亡 /存活 
命运 而 实现 的 。 

另外 ,作为 MutB 二 聚 体 的 重要 组 分 ,MSH2 对 顺 铀 
化 疗 敏 感性 的 研究 在 本 文中 并 没有 涉及 ,这 是 因为 有 报 
iB "AE MSH2 对 化 疗 敏 感性 的 影响 并 不 明显 ,提示 
MSH2 分 子 在 MutB 活 性 中 ,可 能 并 不 起 关键 作用 。 

我 们 的 研究 提示 MSH3 表达 沉默 导致 肿瘤 细胞 对 
顺 铂 敏 感性 增加 ,但 是 其 精确 的 机 制 仍然 有 待 阐明 。 尽 
管 如 此 ,我 们 的 研究 为 识别 和 鉴定 新 的 舌 瘤 化 疗 靶 点 提 
供 了 重要 的 数据 。 
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